




























preclamol   were   inactive:   furthermore,  aripiprazole   and   S33592   abolished   the   actions   of 
quinpirole. Corroborative data were acquired with D2  trunk/D3  tail and D3  trunk/D2  tail chimeras 
where the agonist actions of quinpirole were similarly blocked by aripiprazole and S33592 which 
were, like bifeprunox, N­desmethylclozapine and preclamol, inactive alone. By contrast, when a 
12 amino acid  sequence  in   the   third   intracellular   loop of  D3  receptors  was  replaced by  the 
corresponding   sequence   of   D2L  receptors,   aripiprazole,   S33592,   bifeprunox,  N­
desmethylclozapine  and   preclamol   behaved   as   partial   agonists   (ca   20%)   as   compared   to 
quinpirole (42%). Moreover, at D2L  receptor­expressing cells co­transfected with modified D3i3(D2) 
receptors, all drugs partially  inhibited  AC­V/VI activity compared to quinpirole. To summarize, 
aripiprazole,   S33592,   bifeprunox,   N­desmethylclozapine   and   preclamol   behave   as   partial 
2
agonists at D2L receptors coupled to AC: their antagonist actions upon co­expression of D3 with 
D2L  receptors   probably   reflects   physical   association   (heterodimer   formation)   and  weakened 























trasportatore   di  membrana   per   gli   L­aminoacidi   aromatici   e   successivamente   sono   captati   all’interno   del   neurone 
dopaminergico attraverso lo stesso trasportatore. All’interno del neurone, l’aminoacido fenilalanina è trasformato in tirosina 













Queste due vie  metaboliche operano congiuntamente e convergono portando alla   formazione dell’acido omovanillico 
(HVA), il metabolita principale del catabolismo della dopamina (Vedi Testo Farmacologia generale e molecolare, Clementi;  
UTET, 1999).










I  recettori  accoppiati a proteine G (GPCRs) rappresentano il  sistema di  traduzione del  segnale più  diffuso nel regno 
animale.




I  GPCRs   sono costituiti  da una singola catena polipeptidica che attraversa sette volte  la membrana con  l’estremità 
ammino­terminale   extracellulare e quella carbossi­terminale intracellulare. Le sette regioni transmembrana ad  ­elica,α  
unite tra loro da tre loops intracellulari e tre extracellulari, si dispongono a formare un core idrofobico.






Esistono   tre   classi   di   recettori   accoppiati   a  proteine  G che   tengono conto  delle  diversità   dovute   sia  alla   sequenza 
aminoacidica sia alla modalità d’interazione con il ligando (Bockaert et al., 1999).
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La   famiglia   1   raggruppa   la  maggior   parte   dei   recettori,   tra   cui   la   rodopsina,   ed  è   ulteriormente   suddivisa   in   tre 
sottofamiglie. La famiglia 1a comprende i recettori per i ligandi piccoli, come i muscarinici, i dopaminergici o gli adrenergici 
ed il sito di legame è localizzato all’interno della tasca recettoriale formata dai sette segmenti transmembranali. La famiglia 
1b  è   rappresentata   da   recettori   per   i   peptidi,   il   cui   sito   di   legame  è   presente   nella   parte  N­terminale,   nelle   anse 
extracellulari  e nella parte superiore dei  segmenti   transmembrana; nella classe 1c troviamo i  recettori per  gli  ormoni 
















La  traduzione del  segnale coinvolge, oltre  al   recettore,  due elementi:  una proteina G eterotrimerica (costituita da  tre 
subunità:  ,   e  ) che lega i nucleotidi guanosinici GDP e GTP, e un bersaglio proteico che funge da effettore.α β γ
Il legame con il neurotrasmettitore promuove interazioni allosteriche tra il recettore e la proteina G inducendo lo scambio 
del nucleotide guanosinico GDP con il GTP sulla subunità   . Questo destabilizza il complesso trimerico   conα αβγ  































di   alcune   chinasi   specifiche   chiamata   MAP   chinasi   (Mitogen­activated   protein   kinases),   che   svolgono   un   ruolo 
fondamentale nel controllo della proliferazione e del differenziamento cellulare. I recettori accoppiati alle proteine G sono 
in grado di attivare le MAP chinasi con meccanismi molteplici tuttora oggetto di studio. Una prima possibilità, utilizzata 























sintesi   come   il   quinpirolo   e   il   7­OH­DPAT.   Per   quanto   riguarda   gli   antagonisti   recettoriali,   i   neurolettici   sulpiride   e 





















































cisteina   nella   estremità   carbossi­terminale   (altamente   conservato   nei   GPCRs)   che   viene   complessato   con   l’acido 
palmitico. Questo legame con l’acido palmitico, che àncora la coda C­terminale del recettore alla membrana, forma il 








sembra essere  in  grado di  modulare  i   livelli  di  calcio  intracellulare attraverso differenti  meccanismi.   In alcuni  sistemi 
cellulari il meccanismo di azione coinvolge la produzione di IP3 grazie alla attivazione della fosfolipasi C, mentre in altri  



















Il     recettore     D2  presenta   i   sette   domini   transmembrana   tipici   dei  GPCRs,   all’estremità   N­terminale   ha   tre   siti   di 
glicosilazione, all’estremità C­terminale ha una cisteina per il legame con l’acido palmitico e nel terzo loop intracellulare ha 

















questi  neuroni  sembra  essere   l’inibizione del  release  di  dopamina.  Questi   recettori   in  questi   neuroni   funzionano  da 
autorecettore dopaminergici.
Sono stati riportati anche effetti del recettore sulle correnti al Ca++, soprattutto di tipo inibitorio, e sulla cascata dell’acido 















recettore dopaminergico D2  (Sokoloff et al.,1990). È  infatti  un recettore molto simile al D2  sia per quando riguarda   la 
sequenza aminoacidica che per l’organizzazione strutturale nella membrana..




e nell’ipotalamo a dimostrazione di una sua  importanza nelle funzioni  limbiche dell’animale. Esso si  trova in quantità 




lasciano adito a qualche dubbio poiché potrebbero essere  influenzate dall’interazione del  ligando radiomarcato con  il 
recettore D2 (Landwehrmeyer et al., 1992). 
Nel ratto e nel topo la quantità del recettore D3 rispetto al D2 misurato con la tecnica del binding è notevolmente inferiore. 












































Numerose evidenze sperimentali  di   tipo biofisico e biochimico hanno confermato  la presenza di  numerosi  complessi 
recettoriali   in  cellule   “viventi”  supportando   l’idea che  la  dimerizzazione  possa essere un processo  importante per   la 
biogenesi e la funzione dei recettori accoppiati alle proteine G.
Se da una parte  l’omodimerizzazione apre nuove questioni  sui  meccanismi molecolari  coinvolti  nella  trasduzione del 
segnale evocato dal neurotrasmettitore, la presenza di eterodimeri potrebbe portare alla formazione di nuove strutture 






























parte   del   recettore   muscarinico   M3  e   parte   dal   recettore   adrenergico  α2  (Maggio   et   al.,   1993).   Tale   lavoro   è 




Le due chimere recettoriali  erano  incapaci di  legare  i vari composti adrenergici e muscarinici ed inoltre erano inattive 























corretto   “traffincking”   recettoriale  ed   inoltre  sono state   individuate   le   funzioni  dei  sottotipi   recettoriali.  Se  la  subunità 
GABAbR1   è   fondamentale   per   l’iterazione   con   i   ligandi   gabaergici,   la   subunità   GABAbR2   è   essenziale   per 
l’accoppiamento   con   le   proteine  G   e   per   il   raggiungimento   dell’espressione   su  membrana.   Tuttavia,   questa   netta 
distinzione di ruoli delle due subunità non è stata ancora del tutto dimostrata dato che alcuni studi hanno evidenziato 
come nella   struttura  eterodimerica  anche  il   recettore  GABAbR1 contribuisca  all’effetto   funzionale mentre   il   recettore 
GABAbR2 aumenti l’affinità verso alcuni agonisti gabaergici. 





esperimenti  sui   recettori  oppiodi   ,    e   ,  hanno  indicato come questo   fenomeno molecolare  di   interazione   fraμ δ κ  
recettori possa dare origine alla formazione di complessi proteici con caratteristiche funzionali e farmacologiche distinte 
dai recettori che li formano (Devi et al., 2000).
L’interazione molecolare diretta di tipo eterodimerico tra i recettori   e   porta alla formazione di un complesso proteicoδ κ  
con caratteristiche funzionali e farmacologiche distinte. Inoltre, l’eterodimero  /  è capace di legare sinergicamente dueδκ  
ligandi oppiodi selettivi potenziando il segnale di trasduzione della fosforilazione di MAP chinasi (Jordan et al., 1999).




Esperimenti analoghi sono stati fatti sui recettori   e  , ottenendo risultati simili. La farmacologia del sito eterodimericoμ δ  
/  sembra molto vicina a quella del sottotipo recettoriale μδ δ2 (Gomes et al., 2000). Dal punto di vista funzionale sono 
state rilevate nuove caratteristiche del sito eterodimerico, addirittura in alcuni casi opposte rispetto ai recettori   e   cheμ δ  
lo compongono (Charles et al., 2003).
La scoperta di recettori eterodimerici oppiodi ha portato ad un notevole interesse per eventuali applicazioni cliniche. Per 
esempio è stato dimostrato che somministrando in vivo contemporaneamente agonisti selettivi per i recettori   e   siμ δ  
ottiene un effetto sinergico antidolorifico dovuto ad un potenziamento della funzione recettoriale. La morfina, un potente 
antidolorifico,  è  un agonista      e  può   indurre dipendenza e  tolleranza;  se viene somministrato  congiuntamente unμ  
agonista  , quest’ultimo potrebbe potenziare l’effetto analgesico della morfina consentendo una diminuzione della suaδ  
dose. Una possibile spiegazione dell’effetto sinergico ottenuto, somministrando contemporaneamente un   agonista e unμ  







Nel   caso   particolare   è   stato   dimostrato   come   i   recettori   dopaminergici   D2  e   i   recettori   alla   somatostatina   SSTR5 
interagiscano fisicamente attraverso l’eterodimerizzazione creando un nuovo recettore ad alta affinità capace di legare 
29














Indicazioni  della stessa natura sono state suggerite per  i   recettori eterodimerici SSTR2a/  (Pfeiffer  et al.,  2002).  Inμ  
questo caso la stimolazione con somatostatina o con un ligando oppiode del recettore eterodimerico non solo influenza 
l’internalizzazione di entrambi i recettori, ma anche il grado di fosforilazione e desensitizzazione di entrambi.
Quindi   l’eterodimerizzazione tra recettori  accoppiati  a proteine G si  presenta come un  fenomeno biologico funzionale 
importante almeno nei sistemi cellulari sperimentali; rimane da confermare tale indicazione negli organismi animali viventi 
come l’uomo per esempio.
Dati   sperimentali   sull’uomo   del   fenomeno   della   eterodimerizzazione   in   realtà   sono   stati   ottenuti,   ma   non   come 
meccanismo   di   una   funzione   fisiologica   quanto   come   possibile   causa   di   patogenesi.   Questo   non   significa   che 
l’eterodimerizzazione in vivo abbia  solamente un significato fisiopatologico, ma dimostra come tale meccanismo biologico 
sia estremamente diversificato a seconda del sistema recettoriale di cui ci stiamo occupando.

















Per   quanto   riguarda   la   struttura   tridimensionale   dei   dimeri   recettoriali,   l’unica   evidenza   diretta   proviene   da   studi 










GABAbR2.  Un’interazione   tra   le   due   code   recettoriali   (Coleid­coil)   a   livello   del  C­terminale  è   stata   ipotizzata   nella 
formazione dell’eterodimero grazie a studi di mutagenesi (Margeta et al., 2001). Questi studi hanno anche dimostrato che, 















recettoriale,   dovuta   sia   alla   lunghezza  del   terzo   loop   intracellulare,   sia  alla   fluidità   del   doppio   strato   fosfolipidico  di 
membrana.
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Nel caso dei “contact dimers” invece, si suppone un’interazione  latero­leterale, in cui  i  recettori monomerici prendono 
contatto tra loro attraverso la parte idrofobia delle regioni transmembrana. Un’interazione di questo tipo è stata ipotizzata 





• Il  sistema dopaminergico nigro­striatale,  che ha  i  suoi  corpi  cellulari  di origine nel mesencefalo ventrale, 






• Il   sistema   dopaminergico   meso­limbico   e   meso­corticale,   e   la   componente   ventrale   del   sistema 
dopaminergico meso­striatale originano soprattutto nei neuroni A10 della VTA e nella parte mediale della 
substantia   nigra.   Questa   componente   innerva   il   nucleo   accumbens,   il   tubercolo   olfattorio   e   il   nucleo 
interstiziale della stria terminalis. Altre fibre che originano dai neuroni A10 innervano il setto (soprattutto il 
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• I   sistemi   dopaminergici   tubero­infundibolare   e   tubero­ipofisario   originano   dai   corpi   cellulari   dei   neuroni 
dopaminergici, detti neuroni A12, localizzati nei nuclei arcuato e periarcuato dell’ipotalamo. Il sistema tubero­
ipofisario origina nella parte anteriore dell’area A12 e innerva la parte intermedia e posteriore dell’ipofisi, dove 
inibisce rispettivamente  la secrezione dell’ormone melanocitostimolante (α­MSH) e della  β­endorfina, e  il 
rilascio degli ormoni ossitocina e vasopressina. I neuroni del sistema tubero­infundibolare innervano lo strato 
esterno   dell’eminenza  mediana,   dove   sono   strettamente   in   contatto   con   i   capillari   del   sistema  portale 












con precisione  la causa di questa caduta dell’effetto  terapeutico del  farmaco,  l’ipotesi più accreditata è quella che 













primi   causano  molti   effetti   collaterali   per   via  dell’inattivazione   indiscriminata   dei   recettori   dopaminergici   striatali   e 













Il  materiale utilizzato per  il   terreno di  coltura cellulare  (DMEM, L­glutammina, aminoacidi  non essenziali,  penicillina e 































































































(cloruro   di   calcio   0.133   g/l,   cloruro   di  magnesio   0.1   g/l,   fosfato   di   potassio  monobasico   0.2   g/l,   fosfato   di 
potassio dibasico 1.15 g/l, cloruro di sodio 8 g/l, pH 7.4), 28  l di una soluzione di DEAE­destrano (10 mg/l) eμ  
diverse concentrazioni (0.25  g, 0.5  g, 1  g, 2  g, 3  g e 4  g) di DNA plasmidico. Dopo un periodoμ μ μ μ μ μ  
di   incubazione  di   30 minuti  a  37°C,  la  soluzione è   stata   rimossa e sono stati  aggiunti  nelle  piastre  6  ml  di 
terreno di coltura e 60  l di clorochina 8 mM (80  M finale).μ μ
Le piastre sono state nuovamente messe a  incubare per 2 ore e mezzo, dopodiché questa soluzione è stata 
rimossa e  le cellule sono state lavate per due volte con una soluzione sterile di NaCl al 0.9%. Alla fine sono  









































































































































inibire   l’adenilato   ciclasi   in   presenza  del   recettore  D2.   Il  Quinpirolo   si   comporta   come  un   agonista   pieno   inibendo 
fortemente   l’attività   dell’Adenilato   ciclasi   V/VI   stimolato   con   forskolin   (Tabella   2   e   F1g.   1).   Tutti   gli   altri   composti, 
preclamolo, bifeprunox, NMDC, aripirpazolo e S33592 si sono comportati invece come agonisti parziali nel sopprimere 
D2 (Ki, nM) D2trunk/D3tail (Ki, nM) D3trunk/D2tail (Ki, nM) D3 (Ki, nM)
Aripiprazole 0.74 ± 0.007 14.3 ± 1.79 1.38 ± 0.13 7.61 ± 1.27
Bifeprunox 2.26 ± 0.13 1.25 ± 0.12  0.67 ± 0.06 0.73 ± 0.29
NDMC 73.4 ± 12.1 88.6 ± 15.3 36.6 ± 6.29 167 ± 15.9
S33592 28.6 ± 2.84 227 ± 15.8 10.6 ± 1.12 77.4 ± 6.8



































































































































































































































4.3 INFLUENZA   DEGLI   ANTIPSICOTICI     SULL’ATTIVITA'   DELL’AC   V/VI   STIMOLATA   CON 
FOESKOLINA   IN  CELLULE COS­7  COTRANSFETTATE  CON  I  RECETTORI  D2  E  D3  E 
TRATTATE CON QUINPIROLO.




riduzione   dell’effetto   inibitorio   del   quinpirolo   senza   però   avere   una   completa   abolizione   dell’inibizione.   In   pratica 
l’aripiprazolo comportandosi da agonista parziale ha prima ridotto  l’effetto del  quinpirolo e a saturazione ha stimolato 
parzialmente il recettore D2 (Fig. 6).









































comporta come un antagonista invece che come un agonista parziale. Effetti  simili  si sono osservati con  il composto 
S33592.  Quindi  anche con questo composto,  in  cellule  transfettate  con  il  solo  D2 si  è  avuta una  inibizione parziale 
dell’effetto  inibitorio del quinpirolo, mentre    in cellule cotransfettate con D2 e D3 il  S33592 ha completamente  inibito 
l’effetto del quinpirolo (Fig. 7).





































Figura 7  :  Inibizione da parte  dell’S33592 dell’effetto   inibitorio  del  Quinpirolo  su cellule   transfettate  con  il   solo  
recettore D2 e su cellule cotransfettate con i recettori D2 e D3.
60
4.4 INFLUENZA   DEGLI   ANTIPSICOTICI   SULL’ATTIVITA'   DELL’ADENILATO   CICLASI   V/VI 
STIMOLATA CON FORSKOLINA IN CELLULE COS­7  TRANSFETTATE CON I RECETTORI 
CHIMERICI FRAMMENTATI D2TRUNK/D3TAIL E D3TRUNK/D2TAIL





Inoltre   tutti   questi   composti   alla   concentrazione   di   100   nM   hanno   inibito   l’effetto   agonista     del   quinpirolo   10   nM 
comportandosi   da   antagonisti   (fig.9). 


































figura  8: Attività  del  quinpirolo e degli  antipsicotici  su cellule COS 7 cotransfettate con  i   recettori  D2TRUNK e  
D3TAIL  o D3TRUNK eD2TAIL.























































































































































Figura 11:    Attività  dell’  Aripiprazolo    sull’attivita'  dell’adenilato  ciclasi  V/VI  stimolata con  forskolina  in  cellule  COS 7  
cotransfettate con il recettore D2l ed il recettore chimerico D3i3(D2), in cellule transfettate con il D3i3(D2) ed in cellule  
transfettate con il D2.



















































































































































































L’azione dell’aripiprazolo sui recettori D2L e D2s dipende da diversi   fattori quali  il  segnale  intracellulare,  il  sistema di 
espressione,   la   densità   dei   recettori   e   altri   fattori  (Lawler   et   al,1999;Burris   et   al,2002;Shapiro   et   al,2003;Aihara   et  
al,2004;Burstein et al,2005;Tadori et al,2005).















Il  presente studio  tuttavia  è   il  solo,  a differente di  quelli   fatti   in  precedenza, che paragona direttamente aripiprazolo, 
bifeprunox, NMDC e preclamolo, e dimostra  la loro azione di agonisti parziali per i recettori D2.
Il  nostro studio ha inoltre compreso il  composto S33592. Questo  ligando è stato precedentemente studiato per il  suo 
effetto di  agonista  parziale  per   il   recettore D2 accoppiati  a  Gi/o  e per  la  MAP­Kinasi.   Inoltre  è   stato  studiato   il  suo 
meccanismo di agonista parziale sui recettori D2 cerebrali che controllano il rilascio di prolattina (Gobert et al,2000).
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5.3   PROFILI   DI   BINDING   DEGLI   ANTIPSICOTICI   TESTATI   SUI   RECETTORI   CHIMERICI 
D2TRUNK/D3TAIL E D3TRUNK/D2TAIL
I   profili   farmacologici   degli  antipsicotici   sui   recettori   frammentati   chimerici  D2trunk/D3tail   e  D3trunk/D2tail   sono  stati 



































Sulle  cellule  cotransfettate  con  i   recettori  D3i3(D2) e D2L,  Aripiprazolo,  S33592,  bifeprunox,  NMDC e preclamolo si 













Infatti  Aripiprazolo,  preclamolo,  S33592,  bifeprunox e  NMDC generalmente  attenuano o non  modificano   l’attività  dei 
neuroni dopaminergici nel ratto.







esprimono   anche   recettori   D1   piuttosto   che   nei   neuroni   positivi   per   l’enkefalina   che   esprimono   i   recettori   D2.   La 
somministrazione di L­Dopa cronicamente  induce  l’espressione dei recettori striatali  D3 ( Bordet et al,1997 and 2000; 
Morisette et al,1998; Quik et al,2000).




Nell’uomo un aumento nella densità  dei  recettori  D3 mesolimbici è associato alla schizofrenia e all’abuso di  cocaina 
(Staley and Mash, 1996; Gurevich and Joyce, 1997; Segal et al, 1997; Joyce, 2001).
I  modelli  sperimentali  nei roditori,  e nei  primati, sono  i mezzi migliori per dimostrare  l’importanza della formazione di 
eterodimeri D2 e D3 nell’encefalo e il loro ruolo funzionale.
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ABBREVIAZIONI
AC V/VI      adenilato ciclasi chimerica V/VI
AMP            adenosina monofosfato
cAMP          AMP ciclico
3HcAMP      AMP ciclico triziato
CHO           ovario di criceto cinese
COS7          rene di scimmia verde africana
DA              dopamina
DAG           diacilglicerolo
DEAE          dietilaminoetil
DMEM        medium di Eagle modificato da Dulbecco
DHFR          deidrofolato reduttasi
DNA           acido desossiribonucleico
EDTA          agente chelante il ferro
ERKs           chinasi regolate da segnali extracellulari
FBS              siero fetale bovino
GABA         acido  ­amminobutirricoγ
GPCRs        recettori accoppiati alle proteine G
GTP, GDP, GMP   guanosina trifosfato, guanosina difosfato, guanosina monofosfato
IP3               inositolo trifosfato
i3 loop          terzo loop intracellulare
MAPKs         proteine chinasi attivate da mitogeni
NaCl           cloruro di sodio
N­Dmc        N­Desmetilclozapina
PBS              tampone fosfato salino
PIP2             fosfatidilinositolo bifosfato
PKA             proteina chinasi A
PKC             proteina chinasi C
PLC              fosfolipasi C
SNA             sistema nervoso autonomo
TM               transmembrana
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